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Seznam zkratek 
 
4-AP  4-aminopyridin  
 








DMSO  dimethylsulfoxid  
 
EDTA  (ethylenediaminetetraacetic acid) kyselina ethylendiamintetraoctová  
 
GAPDH glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáza  
 
HPH   hypoxická plicni hypertenze  
 
HPV   hypoxická plicní vazokonstrikce  
 
Hsp 90  heat shock protein 90  
 
IKN  neinaktivovatelný draselný proud  
 
KCa  vápníkem řízené draselné kanály  
 
Kv   napěťově řízené draselné kanály  
 
L-NAME nitro-L-arginine-methyl-ester  
 
NOx  NO a jeho oxidační produkty  
 
PASMCs  (pulmonary artery smooth muscle cells) hladké svalové buňky plicních arterií  
 
pO2  parciální tlak O2  
 
PGF2α  prostaglandin F2α  
 
RT-qPCR (reverse transcription - quantitative polymerase chain reaction) kvantitativní 
polymerázová řetězová reakce s předchozí reversní transkripcí  
 
SDS  sodiumdodecylsulfát  
 
SR  sarkoplasmatické retikulum  
 
TBS  Tris-buffered saline  
 
Tris   tris[hydroxymethyl]-aminomethan  
 
TTBS  TBS s 0,1% Tween 20  
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1. Literární úvod 
 
 
1.1. Plicní cévní oběh a jeho změny kolem porodu 
 
U dospělého člověka existuje malý, plicní a velký, systémový krevní oběh. Obě části 
mají odlišnou funkci. Systémové řečiště přivádí k orgánům a tkáním kyslík a živiny a odvádí 
oxid uhličitý a zplodiny metabolismu. Naproti tomu plicní řečiště přivádí krev bohatou na 
CO2 do plic a odvádí krev obohacenou o O2. Obě řečiště mají stejný průtok, tím je srdeční 
výdej, ale zcela odlišný cévní odpor a tedy i krevní tlak.  
Plicní cévní řečiště má několikanásobně nižší odpor cév. To je dáno jednak odlišnou 
morfologickou stavbou a jednak nízkým bazálním tonem plicních arterií. Plicní cévy jsou ve 
srovnání se systémovými kratší, což přispívá k nižšímu odporu. Prekapilární cévy v plicním 
řečišti mají ve srovnání dle vnějšího průměru se stejně velkými cévami systémového řečiště 
tenší stěnu. U větších arterií je střední svalová vrstva tvořena jednou vrstvou hladkých 
svalových buněk, kterých do periferie ubývá a prekapilární arterioly souvislou svalovou 
vrstvu nemají vůbec, jen jednotlivé tzv. intermediální buňky a pericyty též schopné kontrakce 
(Ošťádal et al., 2003). Tato struktura dává plicním cévám vysokou poddajnost a nízký odpor 
proudu krve.  
Narozdíl od systémových cév není popsaná funkce a stavba plicních cév stejná během 
celého ontogenetického vývoje. V průběhu intrauterinního vývoje okysličování krve zajišťuje 
placenta, není tedy potřeba oddělené plicní cirkulace. Plícemi protéká asi jen 10 % 
společného srdečního výdeje obou komor (Guyton et al., 2006). To je umožněno vysokým 
odporem plicního cévního řečiště a existencí fetálních zkratů. Krev vypuzena z pravé komory 
odtéká otevřenou tepennou dučejí do aorty díky nízké systémové resistenci. Vysoká 
vaskulární resistence fetálních plicních arterií je dána jejich strukturou a vysokým bazálním 
tonem. Tloušťka a složení cévní stěny je podobné systémovým cévám. Tonus je zvýšen i díky 
nízkému parciálnímu tlaku O2 (pO2) fetální krve. V okamžiku porodu, kdy je přerušena 
placentární cirkulace a novorozenec začne dýchat, se musí cirkulační poměry velmi rychle a 
zásadně změnit. Přerušením pupečníku stoupá systémová cévní resistence a tedy i tlak 
v aortě. Díky rozepětí plic v souvislosti s prvním nádechem dochází k poklesu plicní cévní 
resistence. Zvýšení pO2 v plicích vede k výrazné plicní vazodilataci, což přispívá k poklesu 
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plicní resistence. Během velmi krátké doby plicním řečištěm protéká celý srdeční výdej pravé 
komory. Zkrat tepennou dučejí se nejprve obrací na levopravý, později se dučej uzavírá. 
V průběhu následujících dnů až týdnů probíhá přestavba plicních cév spočívající v úbytku 
hladkého svalu a vaziva. Zásadní změny v plicní cirkulaci v perinatálním období vedou 
k tomu, že právě perinatální období je kritickou vývojovou periodou plicního řečiště. Plicní 
řečiště je velmi citlivé na různé patogenní podněty v období kolem porodu.   
 
 
1.2. Plicní hypertenze  
 
 Plicní hypertenze znamená chronické zvýšení tlaku v plicnici. Tento stav je působen 
zvýšeným plicním cévním odporem. Příčin plicní hypertenze je celá řada. Při hyperkinetické 
plicní hypertenzi u vrozených srdečních vad s velkým plicním průtokem dojde k poškození 
plicních cév, zvýšení jejich odporu a k vzestupu tlaku v plicnici, který neodpovídá pouze 
nadměrnému průtoku. Při postkapilární plicní hypertenzi při postižení levého srdce či stenose 
plicních žil dojde opět k vzestupu tlaku v plicnici více než by odpovídalo pouze zvýšenému 
venosnímu tlaku. Při prekapilární plicní hypertenzi dojde k zvýšení odporu a snížení 
poddajnosti prealveolárních plicních cév. Do této skupiny patří hypoxická plicní hypertenze 
(HPH), ke které vede chronická hypoxie. Chronická hypoxie může být následkem alveolární 
hypoventilace jako je tomu u chronických plicních nemocech nebo nižšího pO2 ve 
vdechovaném vzduchu jako při pobytu ve vysokých nadmořských výškách. Dále jsem patří 
primární plicní hypertenze, jejíž příčina je neznámá. Prognóza pacientů s plicní hypertenzí je 
různá. Zatímco primární plicní hypertenze je často bez transplantace plic fatální onemocnění, 
tak HPH je po odstranění příčinné hypoxie plně reversibilní (Herget et al., 1978).  
 Morfologické změny periferních plicních cév při různých formách plicní hypertenze 
jsou v hlavních rysech podobné, soudí se tedy, že patologické mechanismy vedoucí k nárůstu 
plicního cévního odporu jsou alespoň zčásti společné a lze se domnívat, že klíčovým prvkem 
je rekonstrukce periferních plicních cév jako reakce na poškození cévní stěny. Při plicní 
hypertenzi hladký sval v medii hypertrofuje a proliferuje směrem k menším plicním arteriím, 
kde normálně není souvislá svalová vrstva (Meyrick et al., 1979). Při těžších formách plicní 
hypertenze hladký sval proliferuje až do intimy (Sobin et al., 1983). Při plicní hypertenzi je 
zvýšen metabolický obrat bílkovin pojivové tkáně a dochází k fibrose převážně adventicie a 
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také medie (Davies et al., 1985). Hemodynamickým následkem morfologické přestavby je 
zúžení lumen a snížení poddajnosti periferních plicních cév. (Finlay et al., 1986).  
 Na vzestupu plicní cévní resistence se při HPH podílí i plicní vazokonstrikce. 
Vazodilatační látky sníží tlak v plicnici při plicní hypertenzi, nikoliv však v normální plicní 
cirkulaci (Adnot et al., 1988; Emery et al., 1981). Mechanismus vazokonstrikce při plicní 
hypertenzi je odlišný od mechanismu akutní hypoxické plicní vazokonstrikce (HPV). Naopak 
HPV je při HPH oslabená. Chronická hypoxie způsobuje polycytémii, která díky zvýšení 
viskozity krve též zvyšuje plicní cévní resistenci (Barer et al., 1983; Fried et al., 1983). 
Rozvoj plicní hypertenze je doprovázen hypertrofií pravé komory a změnou biochemického 
složení její stěny (Rabinovitch et al., 1979). Komplex plicní hypertenze a hypertrofie pravé 
komory při chronickém plicním onemocnění se nazývá cor pulmonale.   
 HPH je vzhledem k jednoduchosti a snadné reprodukovatelnosti nejčastější 
experimentální model pro studium plicní hypertenze. Chronické expozici hypoxii lze 
dosáhnout ve vysokých nadmořských výškách (hypobarická hypoxie) nebo snížením frakce 
O2 v normobarické hypoxické komoře.  
 
 
1.3. Hypoxická plicní vazokonstrikce a KCNQ kanály 
 
Plicní cévy reagují na akutní hypoxii vazokonstrikcí (HPV). HPV je klíčový 
fyziologický mechanismus zajišťující redistribuci krevního průtoku v plicích vzhledem 
k ventilaci a tím optimalizuje arteriální pO2. Sensorem nízkého pO2 jsou samotné hladké 
svalové buňky plicních arterií (PASMCs) (Madden et al., 1992). HPV je zahájena inhibicí 
napěťově řízených draselných kanálů (Kv) (Archer et al., 2000). Inhibice Kv kanálů vede 
k depolarizaci plasmatické membrány, aktivaci napěťově řízených vápenatých kanálů L-typu, 
influxu Ca
2+
 do buňky a kontrakci (Mauban et al., 2005). Arteriální hladké svalové buňky 
exprimují různé draselné kanály (Nelson et al., 1995). Pro regulaci klidového membránového 
potenciálu a reakci na hypoxii byla studována řada podskupin Kv kanálů (Archer et al., 1998; 
Patel et al., 1997; Remillard et al., 2007). Pro klidový membránový potenciál se zdá být 
významný neinaktivovatelný draselný proud (IKN), který má napěťově závislou a napěťově 
nezávislou komponentu (Joshi et al., 2006; Osipenko et al., 1997). Vlastnosti IKN se velmi 
podobají tzv. neuronálnímu M-proudu (Evans et al., 1996), za který jsou odpovědné KCNQ 
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(Kv7) kanály (Robbins, 2001; Wang et al., 1998).  
Skupina KCNQ kanálů má pět různých podtypů: KCNQ 1-5. Jsou exprimovány 
v různých tkáních a mají různé funkce (Robbins, 2001). Jako u jiných Kv kanálů, jeden 
funkční kanál je tvořen čtyřmi α-podjednotkami. Každá α-podjednotka se skládá z šesti 
transmembránových domén („TMD“) a jedné pór tvořící kličky („P-loop“) (Xiong et al., 
2008). Funkci kanálu a některé jeho vlastnosti mohou ovlivňovat přídatné β-podjednotky, 
které ale netvoří vlastní kanál. Jednotlivé KCNQ podjednotky se spojují, a tím tvoří vlastní 
funkční kanál. Pokud vznikne kanál se čtyřmi shodnými podjednotkami, hovoříme o 
homomultimerech. Jednotlivé KCNQ podjednotky avšak mohou interagovat i s jinými 
KCNQ podjednotkami nebo i s podjednotkami jiných Kv kanálů (heteromultimery) (Robbins, 
2001).  
KCNQ 1 kanály jsou exprimovány v srdci, kde ovlivňují repolarizační fázi akčního 
potenciálu. Mutace v KCNQ 1 genu jsou zodpovědné za nejčastější vrozenou formu 
dlouhého QT intervalu (Wang et al., 1996). KCNQ 2, 3 a 5 jsou exprimovány v neuronech. 
Mutace v jejich genech mohou být odpovědné za některé typy epilepsie (Rogawski, 2000). 
KCNQ 1 a 4 jsou exprimovány ve vláskových buňkách vnitřního ucha a jejich mutace jsou 
spojovány s některými typy vrozené hluchoty (Kubisch et al., 1999). 
PASMCs exprimují KCNQ 1, 4 a 5. Největší zastoupení má mRNA KCNQ 4. 
V porovnání s expresí v mezenteriální arterii je množství v plicnici mnohonásobně větší 
(Joshi et al., 2009). Blokátory KCNQ kanálů (linopirdin, XE 991) způsobují plicní 
vazokonstrikci, nekontrahují však systémové arterie (Joshi et al., 2006; Joshi et al., 2009). Při 
podání linopirdinu in vivo dochází u laboratorního potkana k vzestupu tlaku v plicnici, 
systémový krevní tlak se nemění. Naopak aktivátory KCNQ kanálů relaxují prekontrahované 
plicní arterie. Jejich efekt není závislý na endotelu a je inhibován snížením gradientu pro K
+
 
přes buněčnou membránu, což značí, že aktivují K
+
 kanály na membráně hladkých svalových 
buněk (Joshi et al., 2009).  
 
 
1.4. Dlouhodobé následky perinatální hypoxie  
 
 Barker svými epidemiologickými studiemi ukázal souvislost mezi prenatálním a 
časně postnatálním vývojem a výskytem kardiovaskulárních chorob a diabetu u dospělých 
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(Barker, 1995; Barker et al., 1993a; Barker et al., 1993b). Experimenty na zvířecích 
modelech tuto hypotézu potvrzují. Potkani, jejichž matky byly v průběhu těhotenství krmeny 
nízkoproteinovou dietou, nikoliv v období laktace, mají v dospělosti vyšší krevní tlak 
(Langley et al., 1994). Kritickým obdobím pro plíce a plicní řečiště zvláště je perinatální 
období. Jen několikahodinová expozice 10% O2 kolem porodu ovlivní vývoj plic. 
Morfologické změny ve struktuře plic jsou ještě po 30 dnech od expozice téměř stejně 
vyjádřeny jako po několikadenní perinatální expozici hypoxii (Massaro et al., 1989). Funkční 
a morfologické vlastnosti plic lze ovlivnit perinatálním podávání dexamethasonu (le Cras et 
al., 2000; Massaro et al., 1992). Efekt dexamethasonu je odlišný u samců a samic (Massaro et 
al., 1992). Chronická hypoxie působí plicní hypertenzi, která je více vyjádřená u 
novorozenců než u dospělých (Tucker et al., 1984). Chronická hypoxie v perinatálním období 
způsobí změny v reaktivitě plicního řečiště přetrvávající do dospělosti (Hampl et al., 1990). 
Expozice hypoxii v pozdějším věku tento efekt nemá (Hampl et al., 1990).  
 Dlouhodobé změny způsobené perinatální hypoxií jsou v různých studiích popisovány 
různě, ale zjednudušeně lze říci, že perinatální hypoxie způsobuje zvýšenou náchylnost 
k rozvoji plicní hypertenze v pozdějším věku (Keith et al., 2000). Potkani vystaveni 
perinatální hypoxii mají v období zotavení z další chronické hypoxie v dospělosti zvýšenou 
HPV (Hampl et al., 1990). HPV je u dospělých potkanů, kteří mají HPH, oslabená 
(McMurtry et al., 1980; McMurtry et al., 1978; Voelkel et al., 1980; Walker et al., 1982). 
Příčina není zcela jasná. Může být následkem poškození cévní stěny chronickou hypoxií a 
následným edémem (Sobin et al., 1983; Sugita et al., 1983). Naopak v období zotavení 
z chronické hypoxie je reaktivita na akutní hypoxii zvýšená, v delším časovém horizontu od 
hypoxického inzultu se dostává do normálu (McMurtry et al., 1978). Nález zvýšené HPV po 
dvou týdnech zotavení z chronické hypoxie u perinatálně hypoxických potkanů může být 
následkem opožděného či nekompletního zotavování z pobytu v hypoxických podmínkách. 
Tento nález je klinicky relevantní. Rozvoj HPH je intermitentní. Období respirační 
insuficience (například akutní exacerbace chronické bronchitidy) se střídají s fázemi 
zotavení. Další ataka postihuje změněné, reaktivnější plicní řečiště. Proto krátká perinatální 
hypoxie ovlivní rozvoj HPH u dospělých (Hampl et al., 1990).  
 Jiná práce popisuje změny plicního cévního řečiště pomocí závislosti perfúzního tlaku 
na průtoku krve plícemi (P/Q křivka). P/Q křivka je v rozmezí kolem normálních hodnot 
plicního průtoku lineární (Soohoo et al., 1987). Má dva parametry: průsečík s tlakovou osou, 
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který vznikne extrapolací přímky k nulovému průtoku, odpovídá střednímu kritickému 
uzavíracímu tlaku plicního řečiště, který odráží síly proti kolapsu středního kolapsibilního 
segmentu (intravaskulární tlak) a síly uzavírající tento segment (perivaskulární tlak, 
intraalveolární tlak a aktivní tonus stěn cév). Druhý parametr, sklon P/Q křivky, odráží odpor 
zvyšujícímu se průtoku, který kladou nekolapsibilní segmenty plicní cirkulace (Permutt et al., 
1963). Odpor zvyšujícímu se průtoku u izolovaných perfundovaných plic je u perinatálně 
hypoxických potkanů snížen a akutní hypoxie zvyšuje nejen kritický uzavírací tlak jako u 
kontrol, ale i sklon P/Q křivky (Herget et al., 1995b). Metoda dvojité okluze ukázala (Hakim 
et al., 1982), že akutní hypoxie u perinatálně hypoxických potkanů kontrahuje nejen střední 
cévní segment jako u kontrol, ale i arteriální cévní segment. Vysvětlení může být, že část 
původně kolapsibilního řečiště ztratila schopnost kolabovat, ale neztratila schopnost reagovat 
na akutní hypoxii. Ztráta kolapsibility může být následkem změny ve složení cévní stěny - 
více vazivové tkáně či hladkého svalu (Herget et al., 1995b).  
 Další práce analyzuje závislost tlaku na průtoku složitějším modelem (Linehan et al., 
1986; Linehan et al., 1992). Využívá nelineární závislosti tlaku na průtoku při alveolárním 
tlaku nižším než tlak v plicních žilách (tzv. zona 3), kdy alveolární tlak ztrácí vliv na plicní 
průtok (Soohoo et al., 1987). Vztah lze opět popsat dvěma parametry: odpor při průtoku 
blížícímu se 0 („ resistance at near-zero flow“) a cévní roztažitelnost („vascular 
distensibility“) (Linehan et al., 1992). Tato práce ukazuje, že nižší tlak v plicnici při širokém 
rozmezí průtoků u perinatálně hypoxických potkanů je dán vyšší cévní roztažitelností, 
v druhém parametru není u perinatálně hypoxických a kontrol žádný rozdíl (Hampl et al., 
2000). Tyto výsledky korelují s předchozí prací stejné skupiny (Herget et al., 1995b). Podíl 
jednotlivých částí plicního řečiště na celkovém vaskulárním odporu lze zjistit pomocí 
okluzních metod. Na nižších perfúzních tlacích u izolovaných plic perinatálně hypoxických 
potkanů se podílí nižší odpor jak prekapilární tak postkapilární části plicního cévního řečiště 
(Hampl et al., 2000). Zajímavé je, že navzdory nižším perfúzním tlakům, měli perinatálně 
hypoxičtí potkani vyšší bazální tonus. Po podání vazodilatační dávky nitroprusidu sodného u 
nich došlo narozdíl od kontrol k poklesu perfúzních tlaků (Hampl et al., 2000).  
Chronická HPH je méně vyjádřená u samic než u samců dospělých potkanů 
(Rabinovitch et al., 1981). U dospělých ovcí je akutní HPV méně výrazná u samic než u 
samců. Tento rozdíl není u mladých pohlavně nevyzrálých ovcí a je pravděpodobně způsoben 
estradiolem, který oslabí reakci na akutní hypoxii u dospělých samic (Wetzel et al., 1984). 
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Naopak změny způsobené perinatální hypoxií jsou více vyjádřené u samic. Perinatálně 
hypoxické samice mají v dospělosti hypertrofii pravé komory, která není u perinatálně 
hypoxických samců. Pokud jsou tyto samice kastrovány v novorozeneckém období, mají 
plicní hypertenzi. Znamená to tedy, že funkční vaječníky chrání nejen před HPH, ale i před 
dlouhodobými následky perinatální hypoxie. Bez funkce vaječníků je plicní cirkulace 
mnohem více vnímavá k dlouhodobým následkům perinatální hypoxie. Vzhledem 
k protektivní funkci ženských pohlavních hormonů, zvláště estrogenu na cirkulaci obecně 
(Dubey et al., 2001; Mendelsohn et al., 1999), včetně plicních cév (Parker et al., 2001; Parker 
et al., 2000), se lze domnívat, že právě estrogen má tento efekt. Důležité je, že vaječníky 
musí být funkční v průběhu postnatálního vývoje plicního řečiště. Pokud dojde ke kastraci až 
v dospělosti, zmiňovaný efekt nenastane (Hampl et al., 2003). Větší vnímavost samičího 
plicního řečiště k dlouhodobým následkům perinatální hypoxie, může souviset s tím, že 
primární plicní hypertenze, závažné a často fatální onemocnění, se častěji vyskytuje u žen 
v reprodukčním věku (Gaine et al., 1998; Rubin, 1997).  
Sartori ukázal, že perinatální hypoxie ovlivňuje reaktivitu na hypoxii v dospělosti i u 
lidí (Sartori et al., 1999). Pacienti se známkami HPH v prvním týdnu života, se známkami 
pravolevého zkratu bez strukturální srdeční vady byli v dospělosti (průměrný věk 21 let) 
vyšetřeni v normální nadmořské výšce a po 3-denním pobytu ve vysoké nadmořské výšce 
echokardiograficky k stanovení tlaku v plicnici. U pacientů s novorozeneckou plicní 
hypertenzí došlo k výraznějšímu nárůstu tlaku v plicnici ve vysoké nadmořské výšce než u 
kontrolních pacientů. V nízké nadmořské výšce se tlak v plicnici nelišil (Sartori et al., 1999). 
Výsledky ukazují, že přechodný perinatální inzult má dlouhodobé následky a zvyšuje riziko 
rozvoje plicní hypertenze v dospělosti.  
Perinatálně hypoxické plicní cévy reagují odlišně i na jiné vazokonstrikční podněty. 
Izolované perfundované plíce laboratorního potkana jsou hyporeaktivní k angiotensinu II 
(Hampl et al., 2000). Perinatální hypoxie snižuje reaktivitu izolovaných plicních cév na KCl 
a PGF2α (Jones et al., 2004).  
Mechanismy odlišné reaktivity perinatálně hypoxického plicního řečiště nejsou jasné. 
Mechanismy určující reaktivitu plicního cévního řečiště se v průběhu ontogenetického vývoje 
mění. Zatímco u plodu mají na klidový membránový potenciál klíčový vliv vápníkem řízené 
draselné kanály (KCa), v dospělosti převažují napěťově řízené draselné kanály (Kv) (Reeve et 
al., 1998). Jiní autoři popisují nárůst významu RhoA/Rho kinázového systému v plicní 
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vazokonstrikci v postnatálním období (Cogolludo et al., 2005). Perinatální hypoxie zvyšuje 
expresi a aktivitu KCa a Kv kanálů v plicních arterií u dospělých myší (Marino et al., 2007).  
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2. Cíl práce a hypotéza 
 
Cílem práce bylo objasnit roli KCNQ kanálů v reakci plicního cévního řečiště na 
hypoxii. Zabývali jsme se reakcí plicních cév na akutní hypoxii (HPV), chronickou hypoxii 
(HPH) a na dlouhodobé následky perinatální hypoxie.  
V první části jsme se zabývali rolí KCNQ kanálů při HPV. Na izolovaných plicích 
perfundovaných solným roztokem jsme testovali hypotézu, zda selektivní KCNQ blokátor 
linopirdin ovlivní reaktivitu plicních cév na akutní ventilační hypoxii (priming), dále jsme 
zkoumali efekt linopirdinu na již vyvolanou HPV a porovnávali jsme působení linopirdinu 
s neselektivním Kv blokátorem 4-aminopyridinem (4-AP).  
V druhé části jsem se zabývali aktivitou KCNQ kanálů v časných fázích rozvoje 
HPH. Pro rozvoj HPH je klíčový první týden expozice hypoxii, proto jsme zkoumali 
vlastnosti plicního cévního řečiště po 3-5 denní expozici hypoxii. Testovali jsme efekt 
akutního podání linopirdinu a selektivního KCNQ aktivátoru flupirtinu na odpor zvyšujícímu 
se průtoku měřený jako sklon P/Q křivky. Dále jsme testovali hypotézu, zda podávání 
flupirtinu během expozice hypoxii zabrání rozvoji HPH. Měřili jsme i expresi KCNQ mRNA 
a Kv7.4 proteinu v hypoxických plicních cévách.  
Ve třetí části jsem se zabývali KCNQ kanály v plicích exponovaných hypoxii 
v perinatálním období. Testovali jsme hypotézu, že citlivost perinatálně hypoxických plicních 
cév k linopirdinu je odlišná. Dále jsme se zabývali vazokonstrikcí indukovanou KCl a jejím 
ovlivněním linopirdinem.  
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3. Metody  
 
Všechny experimenty byly schváleny Etickou komisí 2. lékařské fakulty Univerzity 
Karlovy a byly prováděny podle mezinárodních doporučení, jak zacházet s laboratorními 
zvířaty. Pokusy byly prováděny na laboratorních potkanech kmene Wistar z chovu firmy 
Biotech Konárovice.  
 
 
3.1. Izolované perfundované plíce  
 
Měření byla prováděna na preparátu izolovaných perfundovaných plic popsaném 
dříve (Obr. 3.1.) (Herget et al., 1995a). Po anestesii thiopentalem sodným (50 mg/kg 
intraperitoneálně) jsme zavedli ventilační kanylu do trachey a plíce jsme ventilovali 
přetlakem 10 cm H2O, tlak na konci výdechu (PEEP) 2 cm  H2O, frekvence 50 dechů za 
minutu. Hrudník jsme otevřeli roztřižením sterna a podali heparin do pravé komory. 
Vtokovou kanylu jsem zavedli do plicnice a výtokovou do levé srdeční komory po rozrušení 
mitrální chlopně. Blok srdce-plíce byl vyjmut z hrudníku a umístěn do vyhřívané (37°C) a 
vlhčené komůrky. Plíce byly ventilovány normoxickou směsí plynů (21% O2, 5% CO2, 74% 
N2) a perfundovány fyziologickým roztokem s albuminem (4 g/100 ml perfuzátu). 
Fyziologický roztok obsahoval (v mmol/l): 119 NaCl, 4,7 KCl, 1,16 MgSO4, 17 NaHCO3, 
1,18 KH2PO4, 3,2 CaCl2 a 5,5 d-glukosy. Do perfuzátu jsem přidali inhibitor NO syntázy L-
NAME (nitro-L-arginine-methyl-ester, 50 µmol/l) a inhibitor cyklooxygenázy meklofenamát 
(17 µmol/l). I když meklofenamát aktivuje neuronální KCNQ 2/3 kanály (Peretz et al., 2005), 
nemá efekt na vazokonstrikci indukovanou analogem linopirdinu XE991 (Yeung et al., 
2007). Předpokládali jsme, že meklofenamát nebude ovlivňovat vazokonstrikci způsobenou 
KCNQ blokátorem linopirdinem v izolovaných plicích. Naopak protože meklofenamát 
dilatuje izolované cévy, pravděpodobně díky aktivaci Kv7 kanálů (Yeung et al., 2007), při 
testování efektu KCNQ aktivátoru flupirtinu nebyl meklofenamát přidán do perfuzátu. Plíce 
byly perfundovány konstantním průtokem 4 ml/min na 100 g hmotnosti zvířete. Kontinuálně 
jsme zaznamenávali perfúzní tlak v plicnici. Při konstantním průtoku změny perfúzního tlaku 
odpovídaly změnám plicní cévní resistence.  
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Obr. 3.1. -  Schéma izolovaných perfundovaných plic.  
 
 
Experiment 1A – priming HPV linopirdinem 
K reakci izolovaných plic perfundovaných solným roztokem na hypoxii je nezbytná 
prestimulace či priming různými vazokonstrikčními stimuly (Herget et al., 2011; Herget et 
al., 1987; McMurtry, 1984). Mechanismus zodpovědný za priming není znám, ale reaktivitu 
izolovaných plic lze navodit neselektivním blokátorem Kv kanálů 4-AP (Hasunuma et al., 
1991). V prvním pokusu jsme testovali schopnost selektivního KCNQ blokátoru linopirdinu 
indukovat HPV v izolovaných plicích perfundovaných solným roztokem. Na začátku 
experimentu byl do vtokové kanyly podán bolus 230 µg linopirdinu (tím získaná koncentrace 
12 µmol/l v perfuzátu). Tato koncentrace inhibuje KCNQ kanály (Robbins, 2001), kontrahuje 
izolované plicní arterie (Joshi et al., 2006), a má malý efekt na jiné iontové kanály (Lamas et 
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al., 1997; Wang et al., 1998). 15, 30 a 65 minut po podání linopirdinu jsme plíce (n=6) 
ventilovali hypoxickou směsí plynů (0% O2, 5% CO2, 95% N2) a velikost HPV porovnali s 
kontrolními plícemi ve shodných časových intervalech, kde ale nepředcházelo podání 
linopirdinu (n=5).  
 
Experiment 1B – HPV po linopirdinu a 4-AP 
V druhém pokusu jsme srovnávali HPV po akutním podání KCNQ blokátoru 
linopirdinu a po následném přidání neselektivního Kv blokátoru 4-AP do perfuzátu. Po 15 
minutové stabilizaci jsme nejprve navodili reaktivitu plic dvěma cykly angiotensin II - 
hypoxie (podání angiotensinu II [ANG II] 0,2 µg do vtokové kanyly, ventilace hypoxickou 
směsí plynů [0% O2, 5% CO2, 95% N2] do dosažení maximální vazokonstrikce cca 7 minut). 
U první skupiny plic (n=6) jsme podali linopirdin k dosažení koncentrace 12 µmol/l 
v perfuzátu a po 10 minutové stabilizaci jsme opakovali podání ANG II a ventilaci hypoxií. U 
druhé skupiny (n=6) jsme po podání stejného množství linopirdinu a stejně dlouhé stabilizaci 
přidali 4-AP k dosažení koncentrace 3 mmol/l v perfuzátu. Po 10 minutách jsme plíce 
vystavili opět ANG II a  hypoxii. Změny v perfúzním tlaku jsme srovnávali před a po podání 




3.2. Expoxice chronické hypoxii  
 
V dalších experimentech jsme laboratorní potkany vystavili chronické hypoxii. 
Zvířata byla umístěna do normobarické hypoxické komory (FiO2 0,1) na dobu 3-5 dnů. HPH 
je plně rozvinuta po 1-2 týdnech expozice hypoxii, ale pro rozvoj HPH je prvních několik 
dnů nejdůležitější (Lachmanova et al., 2005). Preparát izolovaných perfundovaných plic byl 
vytvořen jak popsáno výše. Vlastnosti plicního cévního řečiště jsme hodnotili podle závislosti 










Obr. 3.2.  – Závislost tlaku P na průtoku Q.  
 
Kolem klidových hodnot průtoku je P/Q křivka lineární, lze tedy popsat dvěma parametry. 
Průsečík s tlakovou osou, který vznikne extrapolací přímky k nulovému průtoku, odpovídá 
střednímu kritickému uzavíracímu tlaku a sklon P/Q přímky, který odpovídá odporu 
zvyšujícímu se průtoku (Permutt et al., 1963; Soohoo et al., 1987).  Protože perfúzní tlak je 
ovlivněn alveolárním tlakem, při měření závislosti P/Q plíce nebyly ventilovány a alveolární 
tlak byl konstantně 2 cm H2O (PEEP). Nejprve byla zastavena perfúzní pumpa, poté byl 
zvyšován průtok na cca 150 % normálního klidového průtoku.  
 
Experiment 2A – akutní podání linopirdinu u chronické hypoxie  
V tomto experimentu jsem testovali efekt akutního podání selektivního KCNQ 
blokátoru linopirdinu u potkanů vystavených 3-denní hypoxii. Po 15 minutové stabilizaci 
jsme nejprve navodili reaktivitu plic dvěma cykly ANG II - hypoxie. Poté jsem zastavili 
perfúzní pumpu a postupně zvyšovali průtok na cca 150 % klidových hodnot, perfúzní tlak 
byl zaznamenáván kontinuálně. Pak jsme přidali do perfuzátu linopirdin na koncentraci 10 
µmol/l a po 10 minutové stabilizaci jsme opět provedli měření závislosti tlaku na průtoku. 
Stejnému protokolu jsme podrobili plíce z potkanů po 3 dnech strávených v hypoxii (n=6) a 
kontrolní skupinu (n=6). Porovnali jsme P/Q křivku před a po podání linopirdinu u 
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kontrolních a hypoxických potkanů.  
 
Experiment 2B – akutní podání flupirtinu u chronické hypoxie  
 Při dalším pokusu jsme testovali efekt akutního podání KCNQ aktivátoru flupirtinu na 
P/Q závislost u potkanů vystavených 5-denní hypoxii. Pokus byl proveden na izolovaných 
plicích potkanů vystavených 5-denní hypoxii a u kontrolní skupiny bez expozice hypoxii. 
Měření P/Q bylo provedeno stejně jako v předchozím pokusu po navození reaktivity 
izolovaných plic dvěma cykly ANG II - hypoxie. U poloviny potkanů z každé skupiny byl do 
perfuzátu přidán flupirtin na cílovou koncentraci 20 µmol/l a měření P/Q bylo provedeno po 
10 minutové stabilizaci. Při této koncentraci flupirtin aktivuje Kv7 kanály a má minimální 
efekt na jiné iontové kanály (Klinger et al., 2012). P/Q křivky byly porovnávány u 4 skupin 
potkanů (n=5 pro každou skupinu).  
 
Experiment 2C – léčba flupirtinem v průběhu chronické hypoxie, měření NOx  
 V tomto experimentu jsme testovali, zda podávání KCNQ aktivátoru flupirtinu 
v průběhu expozice hypoxii zabrání rozvoji plicní hypertenze. Potkani byli rozděleni do 4 
skupin: 1. hypoxie (n=6) – expozice 5-denní hypoxii (FiO2 0,1), 2. hypoxie + flupirtin (n=6) 
–  potkanům v průběhu pobytu v hypoxické komoře podáván flupirtin gaváží v dávce 15 
mg/kg 2 x denně, flupirtin byl rozpuštěn v dimethylsulfoxidu (DMSO), 3. hypoxie + DMSO 
(n=6) – potkanům v průběhu pobytu v hypoxické komoře podáváno pouze rozpouštědlo 
DMSO ve stejném objemu jako u skupiny číslo 2, 4. normoxie (n=6) – kontrolní skupina bez 
expozice hypoxii.  
 Při tomto experimentu jsme před zavedením kanyl k perfúzi plic odebrali z levé 
komory krev k analýze NO a jeho oxidačních produktů (nitrity a nitráty, NOx). Krev byla 
centrifugována (3 minuty, 5 000 otáček/minutu), oddělená plasma ihned zmražena na -70°C. 
Koncentraci NOx v plasmě jsme měřili pomocí chemiluminiscenčního analyzátoru (Sievers 
model 280i) metodou popsanou dříve (Isaacson et al., 1994).  
 Pak byl připraven preparát izolovaných perfundovaných plic jako v předchozích 
experimentech. Po úvodní stabilizaci, dvou cyklech ANG II - hypoxie jsme měřili závislost 
perfúzního tlaku na kontinuálně zvyšujícím průtoku (P/Q). Vztahem byla proložena přímka a 
její parametry (sklon a průsečík s tlakovou osou) byly hodnoceny odděleně. Dále jsme 
porovnávali vazokonstrikci způsobenou ANG II a HPV před měřením P/Q závislosti.  
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Experiment 2D – exprese KCNQ mRNA (RT-qPCR) u chronické hypoxie  
V tomto experimentu jsme měřili množství mRNA kódující kanály KCNQ 1, 4 a 5 u 
potkanů vystavených 3-denní hypoxii (FiO2 0,1, n=3) a kontrolní normoxické skupiny (n=3). 
Pobyt v normobarické hypoxické komoře probíhal v Praze, kde byly izolovány 
intrapulmonální arterie, analýzu mRNA prováděla Dr. S. Joshi v Manchesteru, Velká 
Británie. RNA z intrapulmonálních arterií byla extrahována pomocí RNeasy Micro Kit 
(Qiagen). Měření bylo provedeno pomocí real-time kvantitativní PCR na cDNA 
syntetizované z RNA po předchozí reakci s DNázou. Primery byly navrženy pomocí Gene 
Runner softwaru (verze 3, Hastings software) a Vector NTI (Invitrogen) pro KCNQ 1, 4 a 5 
pomocí sekvencí z GenBank s přístupovými čísly NM_032073, XM_233477 a XM_237012. 
Sekvence primerů jsou uvedeny v tabulce 1 v publikaci v příloze (Sedivy et al., 2015). 
Reakce probíhaly ve vzorku o objemu 25 µl obsahujícím 1 µl cDNA, 12,5 µl SYBR Green 
master mix, 10 µl H2O a 7,5 pmol každého primeru pomocí přístroje Applied BioSystems 
7500 PCR podle doporučení výrobce. Amplikony byly 77-106 bp dlouhé. Parametry PCR 
reakce byly nastaveny na 95°C 15 min, dále 40 cyklů při 95°C po 1 minutě, pak 58°C na 40 
vteřin a 68°C na dalších 40 vteřin. Výsledná data byla hodnocena pomocí ABI 7500 
softwaru. Úroveň exprese byla vztažena k housekeeping genu glyceraldehyd-3-fosfát 
dehydrogenáze (GAPDH) měřené současně ve stejném vzorku. Exprese mRNA KCNQ 1, 4 a 
5 byla vyjádřena jako podíl mRNA KCNQx/GAPDH u hypoxických a kontrolních zvířat.   
 
Experiment 2E – exprese Kv7.4 proteinu (Western blot) u chronické hypoxie, efekt 
léčby flupirtinem  
 V tomto experimentu jsme měřili množství Kv7.4 proteinu v plicních arteriích u 3 
skupin potkanů. 1. hypoxie (n=4) – expozice 4-denní hypoxii (FiO2 0,1), 2. hypoxie + 
flupirtin (n=4) –  potkanům 1 den před a 4 dny v průběhu pobytu v hypoxické komoře 
podáván flupirtin gaváží v dávce 15 mg/kg 2 x denně, 3. normoxie (n=4) – kontrolní skupina 
bez expozice hypoxii. Vlastní Western blot analýzu prováděla Doc. J. Novotná. Maximum 
plicních arterií z každého potkana bylo homogenizováno v RIPA pufru obsahujícím 25 
mmol/l Tris HCl (pH 7,5), 150 mmol/l NaCl, 1% NP-40, 0,5% sodium deoxycholate, 1 
mmol/l ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 1% sodium dodecyl sulfate (SDS) a 1x 
cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Coctail (Roche Diagnostics, Burgess Hill, 
Velká Británie). Vzorky byly centrifugovány 2 minuty při 1000 G a supernatant analyzován 
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Western blotem po předchozím určení celkové koncentrace proteinu pomocí BCA protein 
assay kit (Thermo Fisher Scientific, Cramlington, Velká Británie). Vzorky supernatantu byly 
inkubovány 7 minut při 95°C s Laemmli pufrem obsahujícím 25 mmol/l Tris HCl (pH 6,8), 
10% glycerol, 5% β-mercaptoethanol, 2% SDS a 0,04% bromophenol blue. Proteiny byly 
separovány 10% SDS-PAGE, přeneseny na Immobilon-P PVDF membránu (Millipore, Velká 
Británie) a třikrát promyty v Tris-buffered saline (TBS: 25 mmol/l Tris HCl, 150 mmol/l 
NaCl, pH 7,3) s 0,1% Tween 20 (TTBS). Membrána byla zablokována 5% sušeným mlékem 
v TTBS při pokojové teplotě na 1 hodinu a rozstřižena mezi 50 a 70 kDa markery. Horní část 
membrány byla inkubována při 4°C přes noc s myšší monoklonální protilátkou anti-Kv7.4 
(katalog. # 75-082, Neuromab) rozředěnou v 1% sušeném mléce v TTBS. Spodní část 
membrány byla inkubována stejným způsobem, ale s protilátkou proti β-tubulinu (Sigma, 
Poole, Velká Británie) jako vnitřní kontrola. Po promytí byly membrány inkubovány 2 
hodiny se sekundární protilátkou s navázanou křenovou peroxidázou (Jackson 
ImmunoResearch Laboratories, West Groove, USA) rozředěnou v 1% sušeném mléce 
v TTBS. Navázáné protilátky byly detekovány pomocí SuperSignal West Femto (Kv7.4) 
nebo Pico (β-tubulin) Chemiluminescent Substrate kits (Thermo Fisher Scientific) a 
ChemiDoc imaging systémem (Bio-Rad). Porovnali jsme relativní množství Kv7.4 proteinu 
(relativní densita Kv7.4/β-tubulin) u 3 skupin potkanů: vystavených hypoxii, léčených 
flupirtinem v průběhu hypoxie a u kontrolní skupiny.  
 
 
3.3. Perinatální hypoxie  
 
 V dalších experimentech jsme testovali reaktivitu plicních cév u perinatálně 
hypoxických potkanů. Potkani v pokusných skupinách byly vystaveny chronické hypoxii 
v období kolem porodu. Březí samice byly 1 týden před očekávaným porodem umístěny do 
normobarické hypoxické komory, kde FiO2 bylo 0,12. Porod proběhl v hypoxických 
podmínkách a mladí potkani strávili v hypoxii ještě první týden života, byli tedy celkem 
vystaveni 2-týdenní perinatální hypoxii (Hampl et al., 1990). Měření probíhalo po dosažení 
dospělosti ve věku 20 týdnů. K pokusné skupině jsme měli kontrolní normoxickou, která 
zahrnovala stejně staré potkany, kteří strávili celý svůj život v normoxických podmínkách. 
Na změny v reaktivitě plicního cévního řečiště navozené perinatální hypoxií má vliv pohlaví, 
 - 21 - 
proto byli potkani v obou skupinách rozděleni na samce a samice (Hampl et al., 2003). 
Měření probíhalo na preparátu izolovaných plic perfundovaných solným roztokem jako u 
předchozích experimentů.  
 
Experiment 3A – akutní podání linopirdinu u perinatální hypoxie  
 V tomto experimentu jsme testovali efekt akutního podání KCNQ blokátoru 
linopirdinu u perinatálně hypoxických potkanů. Reaktivita plic byla navozena dvěma cykly 
ANG II - hypoxie jako v předchozích experimentech. Poté byl do perfuzátu přidáván 
linopirdin ve stoupající koncentraci (0,5 – 16 µmol/l) a kontinuálně zaznamenáván tlak. Při 
konstantním průtoku zvýšení perfúzního tlaku odpovídá vazokonstrikci plicního cévního 
řečiště. Měření bylo provedeno u potkanů vystavených perinatální hypoxii (4 samci a 4 
samice) a kontrolních potkanů (6 samců a 6 samic).  
 
Experiment 3B – vazokonstrikce indukovaná KCl, efekt linopirdinu  
 V dalším experimentu jsme testovali reakci izolovaných plic na zvyšující koncentraci 
K
+
. Reaktivita plic byla navozena dvěma cykly ANG II - hypoxie, poté jsme přidávali do 
perfuzátu KCl ve stoupající koncentraci (2,5 – 12,5 mmol/l) a kontinuálně zaznamenávali 
perfúzní tlak. Při konstantním průtoku zvýšení perfúzního tlaku odpovídá vazokonstrikci. 
Měření bylo provedeno u perinatálně hypoxických potkanů (5 samců a 6 samic) a u 
normoxických kontrol (7 samců a 7 samic). Pro objasnění role aktivity KCNQ kanálů jsme 
KCl indukovanou vazokonstrikci testovali i u plic po podání KCNQ blokátoru linopirdinu 
v koncentraci 3 µmol/l. Dose-response křivky na KCl (2,5 – 12,5 mmol/l) jsme porovnávali u 




3.4. Statistické zpracování dat  
  
Všechny výsledky jsou uváděny jako průměr ± standardní chyba průměru (SEM). 
Statistické hodnocení bylo provedeno pomocí programu StatView 5.0 (SAS Institute Inc., 
Cary, USA) s použitím párového t-testu, ANOVA nebo ANOVA pro opakovaná měření s  
Fisherovým PLSD post hoc testem dle hodnocených dat. Rozdíly byly považovány za 
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statisticky významné při p ˂ 0,05.  
 




4.1. Akutní hypoxie – výsledky  
 
Experiment 1A – priming HPV linopirdinem  
 Bazální perfúzní tlak se v celém průběhu experimentu mezi oběma skupinami nelišil. 
Po 15 minutách perfúze byl 10 ± 1,5 mmHg u kontrolní skupiny a 8,1 ± 0,57 mmHg u 
skupiny, kde byl na začátku podán linopirdin, za 30 minut 9 ± 1,1 mmHg u kontrol a 7,89 ± 
0,46 mmHg u skupiny primované linopirdinem, za 65 minut 9 ± 1,1 mmHg vs. 8 ± 0,52 
mmHg. Bez předchozího primingu tedy linopirdin nezpůsobuje vazokonstrikci. U kontrolní 
skupiny, kde nebyl žádný priming, byla velmi malá odpověď na hypoxii, na rozdíl od 
skupiny s linopirdinem, kde ventilace hypoxickou směsí způsobila vazokonstrikci, která byla 




Obr. 4.1. Priming hypoxické plicní vazokonstrikce (HPV) linopirdinem v izolovaných plicích 
perfundovaných solným roztokem. HPV po 15, 30 a 65 minutách perfúze u kontrolních plic 
(bez primingu, černé, n=5) a plic, kde na začátku perfúze byl podán bolus linopirdinu 230 µg 
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(odpovídá koncentraci cca 12 µmol/l v perfuzátu) (šedé, n=6). *p ˂ 0,05.  
 
Experiment 1B – HPV po linopirdinu a 4-AP 
Bazální perfúzní tlak, reakce na ANG II a HPV se před podáním blokátorů Kv kanálů 
mezi oběma skupiami nelišily. Podání linopirdinu (12 µmol/l) způsobilo u obou skupin 
vzestup perfúzního tlaku. Vazokonstrikce vyvolaná linopirdinem se mezi skupinami nelišila: 
1,4 ± 0,24 mmHg u skupiny pouze s linopirdinem (n=6) vs. 2,0 ±  0,7 mmHg u skupiny, kde 
byl později přidán 4-AP (n=6). Linopirdin v izolovaných plicích perfundovaných solným 
roztokem, pokud je navozena jejich reaktivita - priming (zde 2 cykly ANG II - hypoxie) 
způsobuje vazokonstrikci. Přidání 4-AP do perfuzátu (3 mmol/l) u druhé skupiny způsobilo 
další nárůst tlaku o 4,3 ± 0,37 mmHg (Obr. 4.2.A).  
Vazokonstrikce způsobená ANG II byla potencována linopirdinem a dále ještě 
zvýšena, pokud byl k linopirdinu přidán 4-AP (Obr. 4.2.B). Naproti tomu HPV byla sice 
potencována linopirdinem, ale v druhé skupině, kde byl v perfuzátu i 4-AP k dalšímu zvyšení 
již nedošlo (Obr. 4.2.C). Linopirdin zvýšil HPV u první skupiny z 14 ± 3 mmHg na 26 ± 4 
mmHg (p ˂ 0,05), u druhé skupiny linopirdin spolu s 4-AP potencoval HPV z 15 ± 4 mmHg 




Obr. 4.2. (na následující stránce). Ovlinění plicní cévní reaktivity blokátory Kv kanálů. 
Bazální tlak (A), angiotensinem II indukovaná vazokonstrikce (B) a hypoxická plicní 
vazokonstrikce (C) u plic před podáním Kv blokátorů (kontrolní černé sloupce) a po podání 
12 µmol/l linopirdinu (LNP) nebo 12 µmol/l linopirdinu plus 3 mmol/l 4-aminopyridinu 
(LNP+4-AP) (šedé sloupce). # p ˂ 0,05 kontroly vs. LNP  nebo LNP+4-AP, * p ˂ 0,05 LNP 
vs LNP+4-AP, n=6 pro obě skupiny, NS není signifikantní. 
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4.2. Chronická hypoxie – výsledky  
 
Experiment 2A – akutní podání linopirdinu u chronické hypoxie  
 Závislost tlaku na zvyšujícím průtoku (P/Q) byla u potkanů vystavených hypoxii i 
kontrolních normoxických lineární (R
2
 > 0,94). P/Q závislost u potkanů vystavených 3-denní 
hypoxii (n=6) a normoxických kontrol (n=6) se nelišila (Obr. 4.3. normoxické kontroly panel 
A vs. hypoxické kontroly panel B). Podání linopirdinu (10 µmol/l) u normoxických potkanů 
vedlo ke zvýšení perfúzního tlaku, na rozdíl od potkanů vystavených hypoxii, kde podání 
linopirdinu nemělo žádný efekt. Rozdíl je patrný v hodnocení P/Q křivek, kdy u P/Q 
závislosti u normoxických potkanů došlo k signifikantnímu posunu P/Q křivky po podání 
linopirdinu (Obr. 4.3. A), zatímco u hypoxických potkanů stejná koncentrace linopirdinu 
neměla žádný efekt (Obr. 4.3. B). U normoxických potkanů linopirdin zvýšil sklon P/Q 
přímky z 0,49 ± 0,01 na 0,81 ± 0,08 mmHg*min/ml (p ˂ 0,05) a neovlivnil průsečík 





Obr. 4.3. Linopirdin nekontrahuje plicní cévy u hypoxických potkanů. P/Q křivky u 
normoxických kontrol (A) a potkanů vystavených 3-denní hypoxii (B) před (kontroly, černé 
čtverce) a po podání linopirdinu (10 µmol/l). *p ˂ 0,05 linopirdin vs. kontroly před jeho 
podáním; n=6 pro obě skupiny.  
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Experiment 2B – akutní podání flupirtinu u chronické hypoxie 
 Opačný efekt než v předchozím pokusu mělo podání KCNQ aktivátoru flupirtinu. 
Flupirtin (20 µmol/l) neměl žádný efekt u normoxických potkanů, ale způsobil vazodilataci u 
potkanů vystavených 5-denní hypoxii. P/Q závislost u hypoxických potkanů po podání 
flupirtinu byla signifikantně nižší než u skupiny bez podání flupirtinu (Obr. 4.4. B). Sklon 
P/Q přímky poklesl z 0,75 ± 0,07 mmHg*min/ml na 0,49 ± 0,05 mmHg*min/ml po podání 
flupirtinu (p ˂ 0,05), průsečík s tlakovou osou zůstal stejný. U normoxických potkanů neměl 




Obr. 4.4. Flupirtin dilatuje plicní cévy u hypoxických potkanů. Efekt flupirtinu (20 µmol/l) 
na P/Q křivky u normoxických kontrol (A) a potkanů vystavených 5-denní hypoxii (B).  
*p ˂ 0,05 flupirtin vs. kontroly; n=5 pro každou skupinu.  
 
 
Experiment 2C – léčba flupirtinem v průběhu chronické hypoxie, měření NOx  
 Výsledky experimentu, kdy byli potkani v průběhu expozice 5-denní hypoxii léčeni 
flupirtinem (30 mg/kg/den) shrnuje tabulka 4.1. Potkani po 5 dnech v hypoxickém prostředí 
měli signifikantně vyšší sklon P/Q přímky. Léčba flupirtinem v průběhu expozice hypoxii 
zamezila zvýšení P/Q sklonu, zatímco podávání samotného rozpouštědla (DMSO) takový 
efekt nemělo. Průsečík s tlakovou osou se u jednotlivých skupin nelišil, ale je patrná tendence 
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k vyšší hodnotě u potkanů léčených v průběhu hypoxie flupirtinem. Dále byla hodnocena 
reaktivita plicních cév na ANG II a ventilační hypoxii (HPV). Potkani vystaveni hypoxii měli 
větší HPV než normoxické kontroly, tomuto zvýšení zabránilo podávání flupirtinu, nikoliv 
pouze DMSO. Efekt byl selektivní k HPV, protože vazokonstrikce indukovaná ANG II byla 
potencována ve všech hypoxických skupinách bez ohledu na léčbu.  
 Kv7 aktivátory dilatují plicní arterie přímo působením na hladký sval (Joshi et al., 
2009). Aktivátory KATP kanálů hyperpolarizují hladký sval, dilatují pulmonální arterie a 
inhibují HPH (Clapp et al., 1992; Oka et al., 1993). Nedávné studie soudí, že efekt aktivátorů 
KATP kanálů při HPH je přes endoteliální KATP kanály, které obnovují produkci NO (Zong et 
al., 2012). Důvod pro měření NOx byl objasnit, zda flupirtin neovlivňuje produkci NO 
během chronické hypoxie. Tabulka 4.1. ukazuje, že koncentrace NOx byla zvýšená u všech 





P/Q sklon  
[mmHg*min/ml] 




ANG II kontrakce 
[Δ mmHg] 
NOx v plasmě  
[µM] 
 
Normoxie 0.541±0.052 3.6±0.7     5.3±1.0 5.6±0.6 26.0±2.5   
 
Hypoxie  0.672±0.05   * 3.7±0.4 8.5±1.1   * 9.3±1.3   * 46.6±8.3  * 
 
Hypoxie + Flupirtin  0.475±0.022  # 5.3±0.5 4.9±1.0   # 11.7±1.4 * 47.5±2.6  * 
 
Hypoxie + DMSO  0.678±0.111  * 3.6±1.1 9.6±1.4   * 9.0±0.8   * 40.0±2.5  * 
 
 
Tab. 4.1. Parametry P/Q přímky (sklon a průsečík s tlakovou osou), hypoxická plicní 
vazokonstrikce (HPV), angiotensinem II (ANG II) indukovaná vazokonstrikce a koncentrace 
oxidačních produktů NO (nitrity, nitráty, NOx) v plasmě u potkanů vystavených 5-denní 
hypoxii (Hypoxie), léčených v průběhu hypoxie flupirtinem (30 mg/kg/den) (Hypoxie + 
Flupirtin), léčených pouze rozpouštědlem DMSO (Hypoxie + DMSO) a kontrolní 
normoxické skupiny (Normoxie). *p ˂ 0,05 vs. Normoxie, # p ˂ 0,05 vs. Hypoxie a Hypoxie 
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Experiment 2D – exprese KCNQ mRNA (RT-qPCR) u chronické hypoxie  
Obrázek 4.5. ukazuje relativní exprese KCNQ 1, KCNQ 4 a KCNQ 5 mRNA 
v plicních arteriích u potkanů vystavených 3-denní hypoxii a normoxických kontrol. U 
KCNQ 1 a KCNQ 5 mRNA nebyl patrný v expresi žádný rozdíl, ale hypoxie signifikantně 




Obr. 4.5. Expresní profil mRNA KCNQ 1, KCNQ 4 a KCNQ 5 podjednotek v plicních 
arteriích u potkanů vystavených 3-denní hypoxii a normoxických kontrol. Detekce pomocí 




Experiment 2E – exprese Kv7.4 proteinu (Western blot) u chronické hypoxie, efekt 
léčby flupirtinem  
Obrázek 4.6. ukazuje expresi Kv7.4 proteinu v plicních arteriích u potkanů 
vystavených 4-denní hypoxii, kontrolní skupiny a potkanů léčených v průběhu expozice 
flupirtinem. Densitometrická analýza proužků proteinů neukázala signifikantní rozdíl 
v množství Kv7.4 proteinu (vztaženo k β-tubulinu) mezi jednotlivými skupinami.  
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Obr. 4.6. Densitometrická analýza Western blotu Kv7.4 proteinu vztaženého k β-tubulinu 
kontrolní skupiny, potkanů vystavených 4-denní hypoxii a hypoxických potkanů léčených 
v průběhu hypoxie flupirtinem 30 mg/kg/den. N=4 pro všechny skupiny.  
  
 
4.3. Perinatální hypoxie – výsledky  
 
Experiment 3A – akutní podání linopirdinu u perinatální hypoxie  
 Perinatálně hypoxické samice (n=4)  měli signifikantně vyšší bazální perfúzní tlak než 
normoxické kontroly (n=6): 11,5 ± 0,8 mmHg vs. 7,6 ± 0,5 mmHg (p ˂ 0,05). Bazální 
perfúzní tlak u samců se nelišil: 11,0 ± 1,1 mmHg u potkanů vystavených perinatální hypoxii 
(n=4) vs. 9,7 ± 0,6 mmHg u kontrol (n=6). Reakce na linopirdin byla shodná u obou pohlaví. 
Potkani vystaveni perinatální hypoxii byli citlivější k linopirdinu. Vazokonstrikce způsobená 
maximální koncentrací linopirdinu (16 µmol/l) byla u perinatálně hypoxických potkanů (n=8) 
10,2 ± 1,6 mmHg, zatímco u kontrol (n=12) pouze 5,0 ± 0,8 mmHg (p ˂ 0,05). Závislost 
perfúzního tlaku na zvyšující koncentraci linopirdinu v perfuzátu (0,5 – 16 µmol/l) je 




















Obr. 4.7. Závislost perfúzního tlaku na zvyšující koncentraci linopirdinu u potkanů 
vystavených perinatální hypoxii (n=8) a normoxických kontrol (n=12). Osa x má 
logaritmické měřítko. *p ˂ 0,05 perinatální hypoxie vs. normoxie.  
 
 
Experiment 3B – vazokonstrikce indukovaná KCl, efekt linopirdinu  
KCl indukovaná vazokonstrikce byla odlišná u samců a samic. U samic expozice 
perinatální hypoxii signifikantně posune křivku k vyšším perfúzním tlakům. Již nižší 
koncentrace K
+
 způsobí větší vazokonstrikci u perinatálně hypoxických samic než u 
normoxických kontrol. Perfúzní tlak po přidání 10 mmo/l KCl do perfuzátu byl u samic 
vystavených perinatální hypoxii (n=6) 35,7 ± 3,4 mmHg zatímco u kontrol (n=7) 21,5 ± 1,7 
mmHg (p ˂ 0,05). Přidání linopirdinu do perfuzátu (3 µmol/l) posunulo dose-response křivky 
k vyšším perfúzním tlakům u obou skupin samic. Perfuzní tlak po postupném přidávání KCl 
* 
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Obr. 4.8. KCl indukovaná vazokonstrikce u samic. Perinatální hypoxie zvyšuje citlivost ke 
KCl, KCNQ kanály se uplatňují v KCl indukované vazokonstrikci u perinatálně hypoxických 
i normoxických potkanů. PH - potkani vystaveni perinatální hypoxii (n=6), N - normoxické 
kontroly (n=7), PH+LNP - potkani vystaveni perinatální hypoxii, v perfuzátu 3 µmol/l 
linopirdinu (n=6), N+LNP - normoxické kontroly, v perfuzátu 3 µmol/l linopirdinu (n=5), *p 
˂ 0,05 PH vs. N, #p ˂ 0,05 PH vs. PH+LNP a N vs. N+LNP.  
 
Na rozdíl od samic, u samců samotná expozice perinatální hypoxii neovlivnila 
velikost KCl indukované vazokonstrikce. Perfúzní tlak byl u samců po přidání 10 mmol/l 
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36,5 ± 4,7 mmHg u kontrol (n=7). Naopak předchozí inhibice KCNQ kanálů linopirdinem (3 
µmol/l) posunula dose-response křivku pouze u perinatálně hypoxických potkanů, u potkanů 
bez expozice hypoxii žádný efekt neměla. Perfúzní tlak po postupném přidávání KCl do 
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Obr. 4.9. KCl indukovaná vazokonstrikce u samců. Expozice perinatální hypoxii neovlivňuje 
KCl indukovanou vazokonstrikci, KCNQ kanály se uplatňují v KCl indukované 
vazokonstrikci pouze u perinatálně hypoxických potkanů. PH - potkani vystaveni perinatální 
hypoxii (n=5), N - normoxické kontroly (n=7), PH+LNP - potkani vystaveni perinatální 
hypoxii, v perfuzátu 3 µmol/l linopirdinu (n=6), N+LNP - normoxické kontroly, v perfuzátu 
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5. Diskuze 
  
Naše práce ukazuje význam KCNQ kanalů v reakci plicního cévního řečiště na akutní 
hypoxii (HPV), při rozvoji HPH a v mechanismech dlouhodobých následků perinatální 
hypoxie. Specifický KCNQ blokátor linopirdine navozuje odpověď izolovaných plic 
perfundovaných solným roztokem k ventilační hypoxii (HPV) a potencuje HPV v plicích s již 
navozenou reaktivitou (priming). KCNQ kanály mají tedy inhibiční roli při HPV, 
hyperpolarizují membránu PASMCs a brání influxu Ca
2+
. Několika denní expozice hypoxii 
vede ke snížení exprese KCNQ 4 mRNA a ztrátě odpovědi na linopirdin. To značí sníženou 
aktivitu KCNQ 4 kanálů, která se může podílet na změněné reaktivitě hypoxických plicních 
cév. Množství Kv7.4 proteinu avšak není u hypoxických plic změněno. Naopak KCNQ 
aktivátor flupirtin dilatuje hypoxické plicní cévy a jeho podávání v průběhu hypoxie zabrání 
rozvoji HPH. Podávání flupirtinu nemění koncentraci oxidačních produktů NO v plasmě a 
tedy pravděpodobně působí přímo na PASMCs a nikoliv přes úpravu endoteliální dysfunkce 
navozené hypoxií. Změny navozené perinatální hypoxií jsou více vyjádřené u samic. 
Perinatálně hypoxické samice mají vyšší bazální perfúzní tlak a větší vazokonstrikční 
odpověď na KCl. Linopirdin potencuje reakci plicních cév na KCl u samic nezávisle na 
expozici perinatální hypoxii, ale u samců pouze po předchozí expozici hypoxii v perinatálním 
období.  
Reakce plicních cév na hypoxii závisí na jejich tonu v situaci, kdy je snížen pO2. 
Tonus plicních cév je nízký (Emery et al., 1981), částečně aktivitou K
+
 kanálů. Proud K
+
 
iontů ven z buněk drží negativní membránový potenciál, tím brání depolarizaci, aktivaci 
napěťově řízených Ca
2+
 kanálů a vazokonstrikci. Bylo popsáno několik typů K
+
 kanálů 
zodpovědných za trvalý eflux K
+
, ale některým chybí důležité vlastnosti, aby mohly takto 
fungovat (Gurney, 2002; Gurney et al., 2006; Osipenko et al., 1997). Vlastnosti Kv7 kanálů 
naznačují, že jsou aktivní při membránovém potenciálu PASMCs a podílí se na trvalém 
efluxu K
+
 (Gurney et al., 2010). Homo- či heteromultimery Kv7 kanálů z KCNQ 1, KCNQ 4 
a KCNQ 5 podjednotek mají nízký aktivační práh (pod - 60 mV) a jsou stále otevřeny i při 
dlouhotrvající depolarizaci (Robbins, 2001).  
V izolovaných plicích perfundovaných solným roztokem Kv7 blokátor linopirdin 
(0,5-10 µmol/l) způsobuje na dávce závislou vazokonstrikci (Joshi et al., 2009). Nálezy 
ukazují, že v klidovém stavu jsou Kv7 kanály otevřené a jejich aktivita se podílí na klidovém 
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membránovém potenciálu PASMCs. Při těchto pokusech ale byla nejprve reaktivita plic 
navozena 2 cykly ANG II - hypoxie (priming). Pokud plíce nejsou primovány, linopirdin (12 
µmol/l) vazokonstrikci nezpůsobí (Experiment 1A). Linopirdin působí tedy na izolované 
plíce perfundované solným roztokem podobně jako hypoxie, která způsobí vazokonstrikci 
pouze u plic, které jsou předem primovány vazokonstrikčním stimulem (McMurtry, 1984). 
Navíc, i když linopirdin neovlivnil bazální perfúzní tlak u neprimovaných plic, byl schopen 
navodit HPV a výrazně ji potencovat. Pravděpodobné vysvětlení tohoto jevu je, že linopirdin 
depolarizuje PASMCs a tím umožňuje efekt hypoxie, ale depolarizace sama je nedostatečná 
k tomu, aby aktivovala napěťově závislý Ca
2+
 influx a tím vazokonstrikci (Clapp et al., 
1991).  
Proč potřebuje linopirdin k tomu, aby vyvolal vazokonstrikci v izolovaných plicích 
perfundovaných solným roztokem priming stejně jako hypoxie, není známo. Linopirdine i 
hypoxie depolarizují myocyty o 10-15 mV (Joshi et al., 2009; Osipenko et al., 1997; Yuan et 
al., 1993). Pokud budou myocyty před primingem hyperpolarizovány, nestačí depolarizace 
k otevření Ca
2+
 kanálů. Druhou možností je vazodilatační efekt endotelu nebo dalších buněk 
v plicích, které mohou působit proti depolarizaci nebo influxu Ca
2+
. I když meklofenamát a 
L-NAME byly přidány do perfuzátu k potlačení produkce prostaglandinů a NO, nemůžeme 
vyloučit vliv jiných vazodilatačních substancí (Herget et al., 1987).  
Další možností je, že priming souvisí se složitou homeostázou Ca
2+
 v myocytech, 
která je řízena řadou iontových kanálů a transportérů na plasmatické membráně, 
sarkoplasmatickém retikulu (SR) a mitochondriích (Lee et al., 2002). Opakované cykly ANG 







 z extracelulárního prostoru a jeho mobilizací ze SR. 
Při déletrvající kontrakci Ca
2+
, který vstupuje do buněk, slouží k doplnění zásob v SR. Při 
klidových podmínkách také malé množství Ca
2+
 vstupuje do buněk, je ale rychle z cytosolu 
odstraněno SR na periferii a dále do extracelulárního prostoru (Lee et al., 2002). Tedy pokud 
myocyty nejsou stimulovány, není dostatek Ca
2+
 v centrálním SR, který je nutný ke kontrakci 
a priming může sloužit k doplnění zásob Ca
2+
 do SR. Takto může priming zajistit HPV, kdy 
je nezbytné Ca
2+
 z SR (Sylvester et al., 2012), ale nevysvětluje priming nutný ke kontrakci 
linopirdinem, protože ta závisí na Ca
2+
 z extracelulárního prostoru (Joshi et al., 2006). 
Možným vysvětlením může být, že vzestup [Ca
2+
]i při primingu aktivuje Ca
2+
 dependentní 
enzymy, které ovlivní Kv kanály, aktivační práh pro Ca
2+
 kanály nebo sensitivitu k Ca
2+
 (Lee 
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et al., 2002). Další možností je, že aktivace dráhy Rho-kinázy nebo proteinkinázy C ANG II 
během primingu zvýší citlivost k Ca
2+
, a tím potencuje vazokonstrikční odpověď na následný 
vstup Ca
2+
 do myocytů.  
Vzestup perfúzního tlaku po podání linopirdinu u primovaných plic je dán 
vazokonstrikcí a tím zvýšením cévní rezistence. Odpor zvyšujícímu průtoku měřený jako 
sklon P/Q křivky byl po podání linopirdinu zvýšen (Obr. 4.3. A). Tento nález je ve shodě 
s předchozími, kdy linopirdin kontrahuje izolované plicní cévy, kdy jako priming se běžně 
používá opakovaná stimulace KCl (Joshi et al., 2006). Následné podání 4-AP potencuje 
vazokonstrikci vyvolanou linopirdinem (Obr. 4.2. A). Testovaná koncentrace linopirdinu 12 
µmol/l kontrahuje plicní arterie s maximálním efektem (Joshi et al., 2006), koncentrace 4-AP 
3 mmol/l plně blokuje 4-AP sensitivní Kv kanály (Cox, 2005). Aditivní efekt linopirdinu a 4-
AP na perfúzní tlak značí, že obě látky působí odlišnými mechanismy, pravděpodobně 
inhibicí různých iontových kanálů, a tím dosahují aditivního efektu na membránový 
potenciál.  
Linopirdin potencuje vazokonstrikci indukovanou ANG II i HPV (Obr. 4.2. B, C). 
Oba efekty mohou být vysvětleny zvýšením [Ca
2+
]i způsobeným depolarizací vyvolanou 
linopirdinem. Zvýšení HPV není způsobeno zvýšením bazálního tonu, protože další zvýšení 
bazálního tonu 4-AP nezvýší HPV. 4-AP potencuje HPV (Hasunuma et al., 1991). Efekt 4-
AP a linopirdinu na HPV není aditivní, což značí, že obě látky působí stejným 
mechanizmem, pravděpodobně depolarizací. Nález je v souladu s myšlenkou, že citlivost k 
hypoxii je navozena depolarizací, která aktivuje Kv kanály citlivé na O2, které by jinak 
působily proti depolarizaci a minimalizovaly by tak influx Ca
2+
 , ale jsou inhibovány hypoxií 
(Turner et al., 1997). Nezáleží však, čím je tato depolarizace vyvolána. Aditivní efekt 
linopirdinu a 4-AP na vazokonstrikci vyvolanou ANG II svědčí o tom, že odpověď na ANG 
II a hypoxii ja řízena odlišnými mechanismy.  
 Podání linopirdinu u potkanů vystavených 3-denní hypoxii nevede k vazokonstrikci 
plicních cév (Obr. 4.3. B). Ztráta efektu linopirdinu u hypoxixckých potkanů koreluje s nižší 
expresí KCNQ 4 mRNA, množství KCNQ 1 a 5 mRNA se nezměnilo (Obr. 4.5.) . To 
znamená, že linopirdin vyvolává vazokonstrikci plicního řečiště inhibicí Kv kanálů 
obsahující KCNQ 4 podjednotku. Kv7.4 kanály jsou downregulovány v časné fázi rozvoje 
HPH a pravděpodobně se podílejí na depolarizaci PASMCs v období rozvoje HPH (Hong et 
al., 2004). Množství Kv7.4 proteinu u hypoxických a normoxických potkanů se neliší. 
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Snížení množství proteinů se může projevit za delší časové období než snížení mRNA. 
Množství Kv7.4 proteinu jsme stanovili v celých intrapulmonálních cévách, nikoliv pouze v 
membránách PASMCs. Ztráta funkce Kv7 kanálů tedy může být způsobena jejich 
nedostatkem v membránách PASMCs. Ke správné asemblaci Kv7.4 proteinu do plasmatické 
membrány je potřeba molekulární chaperon heat shock protein 90 (Hsp 90) (Gao et al., 
2013). Na nedostatku Kv7.4 proteinů v membráně se může podílet chybná interakce s Hsp 
90. 3-denní expoxice hypoxii narušila interakci mezi Hsp 90 a NO syntázou a ovlivnila NO 
dependentní vazodilataci u prasat (Fike et al., 2010).  
 Kv7 aktivátor flupirtin nemá žádný efekt na plicní perfúzní tlak a neovlivňuje sklon 
P/Q křivky u normoxických potkanů (Obr. 4.4. A). Nález je v souladu s nízkým bazálním 
tonem plicních cév, pro průkaz dilatace izolovaných plicních cév je nutná jejich 
prekonstrikce (Joshi et al., 2009). U potkanů vystavených hypoxii, přesto že je snížena 
funkce Kv7.4 kanálů (viz výše), flupirtin snižuje odpor zvyšujícímu průtoku měřený jako 
sklon P/Q křivky (Obr. 4.4. B).  Důvodem  pro vasodilataci způsobenou flupirtinem je 
pravděpodobně zvýšený tonus plicních cév při hypoxii, ale mechanismus není jasný. 
Vysvětlením může být, že snížená exprese Kv7 nebo jiných Kv kanálů (Hong et al., 2004) 
vede  ke zvýšení resistence membrány a tím zvětšením hyperpolarizace způsobené aktivací 
menšího počtu Kv7 kanálů. Přímý důkaz pro změněnou resistenci membrány  při hypoxii 
není, ale snížení resistence je pravděpodobné (Suzuki et al., 1982). Flupirtin může 
vazodilataci způsobit otevřením zbylých Kv7.4 kanálů nebo aktivací Kv7.5 kanálů, ev. jejich 
heteromultimery. V plicních arteriích jsou exprimovány i Kv7.1 kanály, ty ale flupirtin 
neaktivuje (Robbins, 2001). Jiným mechanismem vazodilatace vyvolané flupirtinem může 
být blokáda Ca
2+
 kanálů, popsaná u flupirtinu (20 µmol/l) a jeho analogu retigabinu (Mani et 
al., 2013).  
Schopnost flupirtinu dilatovat cévy v hypoxických plicích je pravděpodobně dána 
působením proti depolarizaci vyvolané hypoxií, která způsobuje Ca
2+
 influx a tím nejen 
vazokonstrikci, ale i proliferaci hladkých svalových buněk (Platoshyn et al., 2000). 
Normalizace membránového potenciálu PASMCs flupirtinem může být výhodnější než 
blokáda Ca
2+
 kanálů, protože nezabrání pouze influx Ca
2+
 ale i normalizuje membránový 
potenciál a tím zabrání napěťově vázanému přestupu i jiných iontů přes buněčnou membránu. 
Pozitivní vliv podávání flupirtinu byl popsán u plicní hypertenze u myší vyvolané jak hypoxií 
tak nadměrnou expresí serotoninového transportéru (Morecroft et al., 2009). Naše práce 
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ukazuje, že podávání flupirtinu během časné fáze expozice hypoxii má vliv na rozvoj HPH a 
proto by léčebný potenciál aktivátorů Kv7 kanálů měl být studován u pacientů s plicní 
hypertenzí.  
 Perinatální hypoxie způsobuje změny plicního cévního řečiště, které jsou více 
vyjádřeny u samic. Perinatálně hypoxické samice měli zvýšený bazální perfúzní tlak, který 
odráží zvýšený cévní odpor. Nález je ve shodě s předchozími výsledky, kdy perinatálně 
hypoxické samice mají v dospělosti na rozdíl od samců hypertrofii pravé komory (Hampl et 
al., 2003). Odpověď perinatálně hypoxických cév na vazokonstrikční stimuly je obvykle 
popisována jako snížená jak u ANG II (Hampl et al., 2000) nebo u KCl (Jones et al., 2004). 
Naše výsledky ukazují zvýšenou KCl indukovanou vazokonstrikci u perinatálně hypoxických 
samic a stejnou u perinatálně hypoxických samců. Předchozí práce se pohlavními rozdíly 
nezabývaly a pokusy byly prováděny převážně u samců. Soudí se, že hypoxický inzult kolem 
porodu naruší přestavbu vysokotlakého fetálního plicního řečiště na nízkotlaké adultní. 
Fetální plicní řečiště se podobá změněnému plicnímu řečišti následkem chronické hypoxie 
(remodelace, zvýšený tonus). Reaktivita chronicky hypoxických plicních cév je odlišná 
(Karamsetty et al., 1995). Odlišná reaktivita u perinatálně hypoxických potkanů může být 
způsobena nedostatečnou přestavbou fetálního na adultní plicní řečiště způsobené expozicí 
hypoxii kolem porodu.  
 Perinatální hypoxie zvyšuje citlivost izolovaných plic k linopirdinu, aktivita KCNQ 
kanálů je tedy u perinatálně hypoxických potkanů vyšší. Nález je ve shodě se zvýšenou 
aktivitou Kv kanálů v plicních arterií u perinatálně hypoxických myší (Marino et al., 2007). 
Linopirdin potencuje KCl indukovanou vazokonstrikci u samic nezávisle, zda byly vystaveni 
perinatální hypoxii, ale pouze u perinatálně hypoxických samců. Odlišná odpověď na KCl 
může být dána odlišným zastoupením K
+












 KCNQ kanály ovlivňují reakci plicního cévního řečiště na akutní i chronickou 
hypoxii a mají význam pro dlouhodobé následky perinatální hypoxie.  
 
1.  KCNQ blokátor linopirdin navozuje reaktivitu izolovaných plic perfundovaných 
solným roztokem k akutní ventilační hypoxii. V izolovaných plicích s již navozenou 
reaktivitou (priming) linopirdin potencuje HPV. Následně podaný 4-AP sice působí další 
vazokonstrikci, potencuje vazokonstrikci indukovanou ANG II, ale již neovlivňuje HPV. 
Blokáda KCNQ kanálů má na reakci plicních cév na akutní hypoxii důležitější význam než 
blokáda ostatních Kv kanálů.  
 
2. Několika denní expozice hypoxii vede ke ztrátě vazokonstrikční odpovědi na  
linopirdin. Nález koreluje se snížením exprese Kv7.4 mRNA, avšak množství celkového 
Kv7.4 proteinu v plicních cévách není expozicí hypoxii ovlivněno. Naopak akutní podání 
KCNQ aktivátoru flupirtinu působí vazodilataci u potkanů vystavených hypoxii. Navíc 
podávání flupirtinu v průběhu expozice hypoxii (30 mg/kg/den) zabrání zvýšení plicní 
vaskulární resistence a normalizuje odpověď na akutní hypoxii. Flupirtin neovlivňuje 
produkci NOx, působí tedy pravděpodobně přímo na PASMCs.  
 
3. Perinatální hypoxie zvyšuje aktivitu KCNQ kanálů v dospělosti. Perinatálně 
hypoxické samice mají vyšší bazální perfúzní tlak a větší KCl indukovanou vazokonstrikci. 
KCNQ kanály brání vazokonstrikci indukované KCl u samic nezávisle na expozici 
perinatální hypoxii, ale u samců pouze pokud byli vysaveni hypoxii kolem porodu. Aktivita 
KCNQ kanálů je tedy odpovědná za dlouhodobé změny způsobené perinatální hypoxií a 
podílí se i na pohlavních rozdílech.  
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7. Abstrakt 
 
Plicní cévní řečiště se odlišuje od systémového reakcí na hypoxii. Akutní hypoxie 
způsobuje vazokonstrikci (HPV), která je nezbytná pro udržení optimálního pO2 
v organismu, chronická hypoxie plicní hypertenzi (HPH) a pokud je organismus vystaven 
hypoxii kolem porodu (perinatální hypoxie), tak navodí dlouhodobé změny ve vlastnostech 
plicních cév, které zvyšují náchylnost k plicní hypertenzi v dospělosti. Při reakci hladkých 
svalových buněk plicních arterií (PASMCs) na hypoxii dochází k depolarizaci membrány 
inhibicí napěťově řízených draselných (Kv) kanálů. Mezi nimi mají KCNQ (Kv7) kanály 
důležité elektrofyziologické vlastnosti, které naznačují jejich klíčovou roli v reakci na 
hypoxii.  
Specifický blokátor KCNQ kanálů linopirdin navozuje reaktivitu izolovaných plic 
perfundovaných sodným roztokem na akutní hypoxii (priming), ale sám o sobě bez 
předchozího primingu nezpůsobuje vazokonstrikci, působí tedy na plicní cévy podobně jako 
akutní ventilační hypoxie. Navíc potencuje HPV a tím brání zvětšení HPV nespecifickým Kv 
blokátorem 4-aminopyridinem. Zdá se tedy, že pro HPV má inhibice KCNQ kanálů klíčovou 
roli.  
U potaknů vystavených 3-5 denní hypoxii (normobarická komora, FiO2 0,1) jsme 
zkoumali vlastnosti plicního cévního řečiště pomocí závislosti perfúzního tlaku na zvyšujícím 
průtoku (P/Q křivky). U hypoxických potkanů, na rozdíl od kontrol, linopirdin nezpůsobuje 
vazokonstrikci. Ztráta vazokonstrikční odpovědi na linopirdin byla doprovázena snížením 
exprese mRNA Kv7.4 kanálů, množství Kv7.4 proteinu nebylo ovlivněno. Naproti tomu 
specifický KCNQ aktivátor flupirtin dilatoval pouze plicní cévy z hypoxických potkanů, 
nikoliv z normoxických. Navíc podávání flupirtinu (30 mg/kg/den) v průběhu expozice 
hypoxii zabránilo zvýšení plicní cévní rezistence a normalizovalo odpověď na akutní hypoxii.  
Naše výsledky ukazují na downregulaci Kv7.4 kanálů v průběhu časné fáze rozvoje HPH a 
možnost ovlivnění rozvoje HPH podáváním KCNQ aktivátoru flupirtinu.  
 Změny navozené perinatální hypoxií (2 týdny v normobarické komoře, FiO2 0,12) 
jsou více vyjádřené u samic. Dospělé perinatálně hypoxické samice mají vyšší plicní cévní 
rezistenci a větší reaktivitu na KCl. U perinatálně hypoxických potkanů obou pohlaví je větší 
citlivost plicních cév na linopirdin. KCNQ kanály se podílí na vazokonstrikční odpovědi na 
KCl u samic nezávisle na expozici perinatální hypoxii, ale u samců pouze po expozici 
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hypoxii v perinatálním období. Aktivita KCNQ kanálů se tedy podílí na odlišné reaktivitě 




Klíčová slova: Kv7 kanály, izolované plíce, hypoxická plicní vazokonstrikce, flupirtin, plicní 
hypertenze, P/Q závislost, perinatální hypoxie, pohlavní rozdíly  
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8. Abstract  
 
Reaction of pulmonary vascular bed to hypoxia is different than in systemic 
vasculature. Acute ventilatory hypoxia constricts pulmonary arteries (HPV), diverts blood to 
better oxygenated alveoli and optimises arterial pO2. Chronic hypoxia causes pulmonary 
hypertension (HPH) and exposure to hypoxia at birth (perinatal hypoxia) results in longterm 
changes of pulmonary vasculature, which makes it more susceptible to develop pulmonary 
hypertension in adulthood. Reaction of pulmonary artery smooth muscle cells (PASMCs) to 
hypoxia involves membrane depolarization by inhibition of voltage gated potassium channels 
(Kv). Among them KCNQ (Kv7) channels have biophysical properties (low voltage threshold 
for activation and lack of inactivation during sustained depolarization) which suggest them to 
play a key role in hypoxic response.  
 Specific KCNQ channel inhibitor linopirdine primes HPV in saline perfused lungs, 
but in not primed lungs does not cause vasoconstriction, it behaves in the same way as acute 
ventilatory hypoxia. Moreover, in primed lungs linopirdin potentiates HPV and prevents non-
specific Kv inhibitor 4-aminopyridine to potentiate HPV. It seems, that KCNQ channel 
inhibition has a key role in HPV.  
 In rats exposed to hypoxia for 3-5 days (normobaric chamber, FiO2 0,1) we examined 
relationship of pulmonary perfusion pressure on increasing flow (P/Q plot). In hypoxic rats, 
contrary to controls, linopirdine fails to constrict pulmonary vessels. This loss on 
responsivness to linopirdine correlates with reduced expression of Kv7.4 mRNA in hypoxic 
lungs, amount of Kv7.4 protein was not affected. In contrast, KCNQ channel activator 
flupirtine dilates only vessels from hypoxic rats, not from normoxic controls. Moreover, 
flupirtine treatment during exposure to hypoxia (30 mg/kg/day) prevents increase of 
pulmonary vascular resistence .and normalizes response to acute hypoxia. Our results point 
out downregulation of Kv7.4 channels in early stage of HPH development and possibility of 
flupirtine to influence developement of HPH.  
 Changes induced by perinatal hypoxia (2 weeks in FiO2 0,12) are more expressed in 
females. Adult perinatal hypoxic females have increased pulmonary vascular resistance and 
vasoconstriction induced by KCl. Perinatal hypoxic rats of both gender are more sensitive to 
linopirdine. KCNQ channels are involved in KCl induced vasoconstriction in females 
independently on exposure to perinatal hypoxia, but in males only if they were exposed to 
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hypoxia at birth. KCNQ channel activity participates in different reactivity of perinatal 




Key words: Kv7 channels, isolated saline perfused lungs, hypoxic pulmonary 
vasoconstriction, flupirtine, pulmonary hypertension, P/Q relationship, perinatal hypoxia, 
gender differences  
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